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略語表  本論文においては以下の略語を用いた。 
 
ANOVA Analysis of variance 
AUCinf  Area under the concentrartion-time curve 
Cmax  Maximum plasma concentration 
CRP  C-reactive protein 
CYP  Cytochrome P450 
DILI  Drug-induced liver injury 
DLST  Drug-induced lymphocyte stimulation test 
DPP- 4  Dipeptidyl peptidase- 4 
EMA  European Medicines Agency 
ESI  Electrospray ionization 
GLP-1  Glucagon-like peptide-1 
GSH  Reduced glutathione 
GST  Glutathione S-transferase 
HLA  Human leukocyte antigen 
HLC  Human liver cytosol 
HLM  Human liver microsomes 
HMBC  Heteronuclear multiple bond coherence 
HPLC  High performance liquid chromatography 
IL  Interleukin 
IS  Internal standard 
kel  Log remaining ratio versus incubation time relationship 
kpr  Production rate constant 
LC-MS  Liquid chromatography-mass spectrometry 
LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
MHC  Major histocompatibility complex 
MRM  Multiple reaction monitoring 
 
NADH  Nicotinamide adenine dinucleotide 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NMR  Nuclear magnetic resonance 
S100  S100 calcium-binding protein 
SD  Sprague Dawley 
SD  Standard deviation 
tmax  Time to reach Cmax 
t1/2,z  Terminal-phase elimination half-life 
T2DM  Type 2 diabetes mellitus 
UDP  Uridine diphosphate 
UGT  Uridine diphosphate-glucuronosyltransferase 





 薬物性肝障害 (drug-induced liver injury, DILI) は医薬品の開発中止や上市薬の










は主にチトクロム P450 (cytochrome P450, CYP) や UDP グルクロン酸転移酵素 
(uridine diphosphate-glucuronosyltransferase, UGT) などの薬物代謝酵素により生
成された後、細胞内の蛋白質へ非酵素的に共有結合する (Williams and Jaeschke, 
2012; Uetrecht and Naisbitt, 2013)。ペニシリンなどのように、薬物自身が共有結合
することもある (Singh et al, 2011)。共有結合により生成した薬物-蛋白質複合体
はハプテンと呼ばれ、ネオアンチゲンの生成を誘導し、免疫反応の引き金とな




でヒト肝ミクロソーム (human liver microsomes, HLM) あるいはヒト肝細胞と反
応させた後、蛋白質画分に結合した放射能を基に共有結合量を算出する
(Nakayama et al., 2009; Usui et al., 2009; Sakatis et al., 2012)。求電子性の反応性代謝
物や薬物は、蛋白質内の求核性置換基、主にシステインのチオール残基に結合
する (Enoch et al., 2011; Kalgutkar and Dalvie, 2012)。チオール残基を有する還元
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型グルタチオン (reduced glutathione, GSH) やその構造類似体は、in vitro におけ
る求核性トラッピング試薬として汎用されている (Gómez-Lechón et al., 2015)。
薬物のグルタチオン抱合体は in vivo ではシステイン付加体へと加水分解され、
さらにアセチル化を受けメルカプツール酸へと代謝される。これらの代謝物は
共有結合能の指標に用いられる (Stepan et al., 2011)。 
 ビルダグリプチン (vildagliptin) は強力、選択的かつ経口投与可能なジペプチ
ジルペプチダーゼ- 4 (dipeptidyl peptidase- 4, DPP- 4) 阻害薬であり，DPP- 4 による
インレクチン (グルカゴン様ペプチド-1 [glucagon-like peptide 1, GLP-1] などの
消化管ホルモン) の分解を阻害することにより血糖降下作用を示す (Villhauer et 
al., 2003)。ビルダグリプチンは世界各国で 2 型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus, 
T2DM) の治療薬として市販されており、推奨用量は 1 日 2 回、1 回 50 mg とさ
れている (Deacon and Lebovitz, 2016)。T2DM 患者を対象とした 38 の臨床試験の
メタ解析により、ビルダグリプチン 50 mg の 1 日 1 回もしくは 1 日 2 回投与に
よる DILI、急性膵炎、感染症等の副作用リスクの増加は認められなかったこと
が報告されている (Ligueros-Saylan et al., 2010; Karagiannis et al., 2014; Mathieu et 
al., 2017)。一方で、欧州医薬品庁 (European Medicines Agency, EMA) から発行さ
れている Galvus 50 mg 錠の添付文書には、ビルダグリプチンの副作用として、
少数例ながら肝不全や肝炎が報告されている (Galvus 50 mg tablet prescribing 
information, EMA, 2012)。この報告を受け、ビルダグリプチンの投与開始前、投
与開始後 1 年間は少なくとも 3 か月毎に、また、その後も定期的に肝機能検査
を行うことが推奨されている (Galvus 50 mg tablet prescribing information, EMA, 
2012; エクア錠 50 mg 添付文書, 2015)。近年、我が国において、ビルダグリプチ
ンによる肝障害の症例が報告された (Kurita et al., 2014)。本症例では、ビルダグ
リプチン (1 日 50 mg) の投与開始後 8 か月に血清トランスアミナーゼ値の増加
が認められた。また、薬剤誘発性リンパ球刺激試験 (drug-induced lymphocyte 
stimulation test, DLST) で陽性を示したことより、肝障害の発症に免疫応答が関
与することが示唆された。肝障害以外の DLST 陽性例として、ビルダグリプチ
ン (1 日 100 mg) を服用した患者で認められた高サイトカイン血症に起因する
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発熱および急性炎症が報告されている (Anno et al., 2018)。本症例では、1 回目お
よび 2 回目のビルダグリプチン投与 (それぞれ 2 日間，7 日間) 後に C 反応性蛋
白 (C-reactive protein, CRP) 値の増加以外の症状は認められなかったが、3 回目
の投与翌日に CRP 値の顕著な増加を伴う高熱を発症した。また腫瘍壊死因子 




られておらず (Galvus 50 mg tablet prescribing information, EMA, 2012; Busch et al., 
2013) 、ヒト特異的な DILI および過敏症の発症メカニズムは明らかにされてい
ない。 
 健康成人および T2DM 患者において、ビルダグリプチンは経口投与後速やか
に体内に吸収される (He, 2012)。ビルダグリプチンの主な代謝経路はニトリル基
の加水分解であり、DPP- 4 阻害活性がほとんどないカルボン酸代謝物 M20.7 へ
と代謝される (He et al., 2009a; Villhauer et al., 2003)。この加水分解反応は主にヒ
ト DPP- 4 により触媒される (Asakura et al., 2015)。ヒトでは他に、アミド結合の
加水分解、グルクロン酸抱合および酸化に由来する代謝物が報告されている 
(He et al., 2009a)。しかしながら、ヒトおよび動物のいずれにおいても GSH 抱合
体やその関連代謝物の報告はない。近年、放射標識したビルダグリプチンを用
いた in vitro 試験において，ビルダグリプチンがヒト肝細胞に対する共有結合能





チンと代謝物ならびに他の DPP- 4 阻害薬の共有結合性を in vitro で比較検証し、
共有結合性の指標となる反応生成物の検出を試みた。第 II 章では、ラットにビ




第 I 章 ビルダグリプチンの in vitro における新規システイン付加体代謝物の同
定 
 




UGT 等の薬物代謝酵素が高発現している HLM が汎用されている (Nakayama et 
al., 2009; Usui et al., 2009; Sakatis et al., 2012)。ビルダグリプチンの代謝に関わる
DPP- 4 は HLM だけでなくヒト肝サイトゾル (human liver cytosol, HLC) にも発
現しているため (Asakura et al., 2015)、本研究においては HLC を用いた検討も必
要であると考えられた。また薬物や反応性代謝物の捕捉には GSH、L-システイ
ンなど求核性トラッピング試薬が汎用されている (Masubuchi et al., 2007; Inoue 
et al., 2009)。そこで本研究では、ヒト酵素源として HLM または HLC を、トラ
ッピング試薬として GSH または L-システインを用い、ビルダグリプチンがどの
ような反応機構により蛋白質に共有結合するか検討した。 
 さらに化合物の構造と共有結合性との関連性を比較検討するため、ビルダグ
リプチンに加え、そのヒト主要代謝物である M20.7 (He et al., 2009a) ならびに他
の DPP- 4 阻害薬であるアナグリプチン、アログリプチン、シタグリプチンおよ
びリナグリプチンを用いた (Figure 1)。 
 
第 2 節 実験材料と実験方法 
 
I-2-1 実験材料 
 ビルダグリプチンとシタグリプチンリン酸塩水和物は LKT Laboratories (St. 
Paul, MN) より購入した。アナグリプチンは Shanghai Haoyuan Chemexpress 
(Shanghai, China) より購入した。リナグリプチンとアログリプチンはそれぞれ
Chem Scene (Monmouth Junction, NJ) と Toronto Research Chemicals (Toronto,  
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Figure 1. Chemical structures of vildagliptin, its major metabolite M20.7, and other DPP- 4 
inhibitors. 
 
Canada) より購入した。ビルダグリプチンカルボン酸代謝物 (M20.7) は Santa 
Cruz Biotechnology (Dallas, TX) より購入した。GSH と L-システインはナカライ
テスク (Kyoto, Japan) より購入した。プールド HLM (UltrapoolTM HLM 150) と
HLC (UltrapoolTM Human Cytosol 150) は Corning (Corning, NY) より購入した。ニ
コチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate, NADPH) とニコチンアミドアデニンジヌクレオチド (nicotinamide 




 反応液 (300 μL) の組成は、1 mg/mL ヒト酵素源 (HLM、HLC または非添加)、
1 μM 基質 (ビルダグリプチン、M20.7、アナグリプチン、アログリプチン、シタ
グリプチンまたはリナグリプチン)、10 mM 求核試薬 (GSH、L-システインまた
は非添加)、5 mM 塩化マグネシウム、1 mM NADPH、1 mM NADH および 100 mM




浴で 0～120 分間反応させた後、反応液の一部 (20 μL) を経時的に採取した。採
取したサンプルは、速やかに 500 μL の氷冷した 1 ng/mL スピペロン (内標準物
質, internal standard, IS) アセトニトリル溶液と混合し反応停止させた後、6,130g、
4˚C で 10 分間遠心した。遠心上清を氷冷した等量の 100 mM リン酸緩衝液 (pH 
6.0) と混合したものを液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析計 (liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) で分析した。 
 LC-MS/MS 分析には、Prominence UFLC システム (島津製作所, Kyoto, Japan) 
とValco 10ポートバルブ (Valco Instruments, Houston, TX) を接続したAPI4000ト
リプル四重極質量分析計 (AB SCIEX, Framingham, MA)を使用した。オートサン
プラー内温度は 4˚C に設定した。高速液体クロマトグラフィー (high performance 
liquid chromatography, HPLC) 用カラムは XBridge C18 (3.5 μm, 2.1 mm ID × 50 
mm, Waters, Milford, MA) を使用し、流速 0.55 mL/min のグラジエント法で分析
した。グラジエント条件は 0～0.1 分 5%B、0.1～1.0 分 5%B から 90%B、1.0～2.0
分 90%B とした。ビルダグリプチンと M20.7 の分析では移動相 A 液に 0.5 mM
炭酸水素アンモニウム水溶液を、B 液にメタノールを用いた。アナグリプチン、
アログリプチン、シタグリプチンおよびリナグリプチンの分析では移動相 A 液
に 1 mM 酢酸アンモニウム水溶液を、B 液にアセトニトリルを使用した。分析対
象物質の検出条件としては化合物のイオン化をエレクトロスプレーイオン化 
(electrospray ionization, ESI) 法で、イオンの検出を陽イオン化検出法で実施し、
Table 1 に記載したプリカーサーイオンとプロダクトイオンを用いた選択反応検
出 (multiple reaction monitoring, MRM) 法を使用した。 
 IS に対する各測定対象のピーク面積比を算出し、検量線サンプル (0.01～2 
μM) のピーク面積比と比較することにより定量した。X 軸に反応時間 (min) を、
Y 軸に未変化体残存率 (% of 0 min-incubation) の対数をプロットし、得られた傾
きから未変化体の消失速度定数 (log remaining ratio versus incubation time 
relationship, kel [min-1]) を算出した。以下の式を用い、半減期 (half-life [min]) を
算出した。 
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 Half-life = 0.693 / kel 
 







Vildagliptin 304.2 154 
M20.7 323.2 173 
Anagliptin 384.2 160 
Alogliptin 340.2 89 
Sitagliptin 408.1 235 
Linaglipitn 473.2 420 
Spiperone 396.0 165 
 
I-2-3 HLM と HLC による M20.7 生成活性の測定 
 本研究の試験条件において DPP- 4 が適切に機能しているか確認するため、
HLM および HLC における M20.7 生成活性を測定した。反応液 (300 μL) の組成
は，1 mg/mL ヒト酵素源 (HLM または HLC)、10 μM ビルダグリプチン、5 mM
塩化マグネシウム、1 mM NADPH、1 mM NADH および 100 mM リン酸カリウム
緩衝液 (pH 7.4) とした。なお、NADPH と NADH は M20.7 生成反応に必須では
ないが、安定性試験と条件を一致させるために添加した。5 分間のプレインキュ
ベーション後に、基質添加により反応を開始した。37˚C の水浴で 120 分間反応
させた後、反応液の一部 (40 μL) を採取した。採取したサンプルは、速やかに
500 μL の氷冷した 1 ng/mL スピペロン アセトニトリル溶液と混合し反応停止さ
せた後、6,130g、4˚C で 10 分間遠心した。遠心上清を氷水中に取り、等量の 100 
mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) と混合したものを LC-MS/MS 分析用サンプルとした。
I-2-2 に記載した方法に従い分析し、各サンプル中の IS に対する M20.7 のピーク
面積比を算出した。ピーク面積比を検量線サンプル (0.01～2 μM) と比較するこ




I-2-4 高分解能 MS を用いた反応生成物の構造推定 
 反応液 (300 μL) の組成は、100 μM 基質 (ビルダグリプチンまたはアナグリプ
チン)、100 mM 求核試薬 (L-システインまたは非添加) および 100 mM リン酸カ
リウム緩衝液 (pH 7.4) とした。37˚C の水浴で 2 時間反応させた後、液体クロマ
トグラフィー-質量分析計 (liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 分析
を行った。LC-MS 分析には、Ultimate 3000 HPLC システムを接続した Orbitrap 
Fusion MS システム (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を使用した。オート
サンプラー内温度は 10˚C に設定した。HPLC 用カラムは XBridge C18 (5 μm, 4.6 
mm ID × 100 mm, Waters) を使用し、流速 1.0 mL/min のグラジエント法で分析を
行った。移動相 A 液に 20 mM 酢酸アンモニウム水溶液を、B 液にアセトニトリ
ルを用いた。グラジエント条件は 0～2.0 分 5%B から 10%B、2.0～8.0 分 10%B
から 90%B とした。検出条件としては化合物のイオン化を ESI 法で、イオンの
検出を陽イオンおよび陰イオン化検出法で実施した。ビルダグリプチンとアナ
グリプチンの分析においてそれぞれ 207 nm と 254 nm の波長で紫外線 (ultra 
violet, UV) ピークを検出した場合には、各生成物の MS スペクトルとプロダク
トイオンスペクトルを取得し、構造推定を行った。 
 
I-2-5 システイン付加体 M407 と M487 の合成と構造決定 
 M470 および M487 とそれぞれ命名したビルダグリプチンとアナグリプチンの
システイン付加体を、以下の方法により合成した。反応液の組成は、10 mM ビ
ルダグリプチンまたはアナグリプチン、100 mM L-システイン、90 mM リン酸カ
リウム緩衝液 (pH 7.4) および 10%メタノールとした。37˚C の水浴で 3 時間反応
させた後、あらかじめ精製水でコンディショニングした Oasis HLB 固相抽出カ
ラム (Waters) にアプライした。カラムを精製水で洗浄後、メタノールで生成物
を溶出した。溶出液を減圧乾固後、残渣 (HPLC 純度: 96%以上) を重クロロホル
ムに溶解させ、核磁気共鳴 (nuclear magnetic resonance, NMR) 分析用サンプルと
した。NMR 分析には Bruker Ascend 500 nMR spectrometer (Bruker, Billerica, MA) 
と TOPSPIN software (version 3.2) を用い、1H-NMR、13C-NMR および heteronuclear 
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multiple bond coherence (HMBC) を実施した。NMR 分析後のサンプルは重クロロ
ホルムを蒸発乾固後、定量用の標準品として使用した。 
 
I-2-6 ヒト肝画分存在下における M407 と M487 の生成 
 反応液 (300 μL) の組成は、1 mg/mL ヒト酵素源 (HLM、HLC または非添加)、
1 μM 基質 (ビルダグリプチンまたはアナグリプチン)、10 mM 求核試薬 (L-シス
テイン)、5 mM 塩化マグネシウム、1 mM NADPH、1 mM NADH および 100 mM
リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.4) とした。37˚C の水浴で 0～120 分間反応させた
後、反応液の一部 (20 μL) を採取した。採取したサンプルは、速やかに 500 μL
の氷冷した 1 ng/mL スピペロン アセトニトリル溶液と混合し反応停止させた後、
6,130g、4˚C で 10 分間遠心した。遠心上清を氷水中に取り、等量の 100 mM リン
酸緩衝液 (pH 6.0) と混合したものを LC-MS/MS 分析用サンプルとした。I-2-2
の方法に従い LC-MS/MS 分析により基質 (ビルダグリプチンとアナグリプチン) 
およびシステイン付加体 (M407 と M487) の濃度を算出した。M407 と M487 の
MRM 分析には、Table 2 に記載したプリカーサーイオンとプロダクトイオンを用
いた。 
 






M407 408.2 258 
M487 488.2 160 
 
 I-2-2 の方法に従いビルダグリプチンとアナグリプチンの半減期を算出した。
X 軸に反応時間 (min) を、Y 軸に M407 または M487 の各生成量 (μM) をプロ
ットし、得られた傾きからM407とM487の生成速度定数 (production rate constant, 
kpr) を算出した。 
 
I-2-7 M407 生成の速度論的解析 
 ビルダグリプチンからの M407 の生成反応について、温度 (4˚C、25˚C、37˚C)、
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L-システイン濃度 (0、0.1、0.3、1、3、10 mM)、ビルダグリプチン濃度 (1、10、
100、1,000 μM) および pH (6.0、6.8、7.4、8.6、9.2) を変化させ比較検討した。
反応液 (300 μL) の組成はビルダグリプチン、L-システインおよび緩衝液とし、
ヒト酵素源は使用しなかった。5 分間のプレインキュベーション後に、基質添加
により反応を開始した。所定温度の水浴で 0～120 分間反応させた後、反応液の
一部 (20 μL) を採取した。採取したサンプルは、速やかに 1 mL の氷冷した 1 
ng/mL スピペロン アセトニトリル溶液 / 100 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) (1:1, 
v/v) と混合し反応停止させた後、6,130g、4˚C で 10 分間遠心した。遠心上清を
LC-MS/MS 分析用サンプルとした。I-2-2 および I-2-6 の方法に従い LC-MS/MS
分析によりビルダグリプチンと M407 の濃度を算出した。ビルダグリプチンの半
減期と M407 の生成速度定数を算出した。 
 
I-2-8 統計解析 
 得られた数値は平均値 ± 標準偏差 (standard deviation, SD) で表記した。統計
解析には一元配置分散分析 (one-way analysis of variance, ANOVA) および
Dunnett’s 検定または Tukey’s 検定を用い、P < 0.05 の時に有意差があると判断し
た。 
 
第 3 節 実験結果 
 
I-3-1 求核試薬存在下における DPP- 4 阻害薬と代謝物の安定性 




(半減期: 120 分以上)。ビルダグリプチンは HLM と HLC に発現する DPP- 4 によ









Figure 2. Stability of vildagliptin, M20.7 and other DPP- 4 inhibitors in the presence of 
nucleophiles.  
Vildagliptin (A), M20.7 (B), anagliptin (C), alogliptin (D), sitagliptin (E), and linagliptin (F) (1 µM) were 
incubated with 10 mM L-cysteine or GSH in the presence or absence of enzymatic sources (1 mg/mL HLM 
and HLC). The reaction was performed at 37°C in a potassium phosphate buffer (pH 7.4) containing 1 mM 
NADPH, 1 mM NADH and MgCl2 (5 mM). The concentration for each time point was calculated as the ratio 
to the initial concentration. Data are shown as the mean ± S.D. of triplicate determinations. Significant 
differences compared to the group without a nucleophile trapping reagent by one-way ANOVA followed by 
Dunnett’s test are indicated: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
 
と HLC は過去の報告 (Asakura et al., 2015) と同程度の M20.7 生成活性を有して
いたが (Table 3)、ビルダグリプチン濃度の減衰は認めらなかった (Figure 2A)。
これより本評価系においては、ビルダグリプチン安定性に対する DPP- 4 による
ニトリル加水分解反応の寄与は非常に小さいことが示唆された。また本評価系
では、HLM による CYP 代謝を惹起させるための補酵素として NADPH を共処置








Table 3. M20.7 formation from vildagliptin by human liver fractions. 
Fraction M20.7 formation rate (pmol/min/mg protein) 
HLM 2.83 ± 0.08 
HLC 2.88 ± 0.27 




に示すように、M20.7 は L-システイン、GSH、HLM、HLC のいずれを共処置し
ても安定であった。ビルダグリプチンと異なり M20.7 はニトリル基を有さない
ため、ビルダグリプチンと L-システインとの相互作用にニトリル基が鍵を握っ
ていることが示唆された。他の DPP- 4 阻害薬についても同様に安定性を評価し
た。ヒト肝酵素源の有無に関わらず、L-システインの処置によりアナグリプチン




ずれの条件下においても安定であった (Figure 2D-2F)。以上の結果より、DPP- 4
阻害薬と L-システインとの相互作用に、DPP- 4 阻害薬のシアノピロリジン構造
が関わっている可能性が示唆された。 
 
I-3-2 システイン付加体 M407 と M487 の構造決定 
 システイン存在下におけるビルダグリプチンの減衰に伴いシステイン付加体
が生成されることが考えられたため、高分解能 LC-MS (Orbitrap Fusion LC-MS シ
ステム) を用いて生成物の構造決定を行った。ビルダグリプチンを L-システイン
と 2 時間反応させたサンプルを分析した結果、保持時間 4.1 分に UV ピークを検
出した (Figure 3A)。高分解能 MS で分析した結果、陽および陰イオン化検出法
においてそれぞれ m/z 408.1951 のプロトン化分子 [M+H]+ ([C20H30N3O4S]+; Δ (測




Figure 3. LC-MS analysis to identify the cysteine adduct of vildagliptin M407.  
(A) UV chromatograms at 207 nm of vildagliptin (100 μM) incubated with or without L-cysteine (100 mM) at 
37°C for 2 h. (B) Product ion spectra of the ion at m/z 408 ([M+H]+) or m/z 406 ([M–H]–) obtained from M407 
generated from vildagliptin. (C) UV chromatogram of synthesized M407 at 207 nm. (D) Product ion spectra 
of the ion at m/z 408 ([M+H]+) or m/z 406 ([M–H]–) obtained from synthesized M407. (E) Identified structure 
and proposed fragmentation of M407.  
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[M–H]– ([C20H28N3O4S]–; Δ: –0.8 mDa) を得た。本ピークをもたらす化合物を
M407 と命名し、プロダクトイオンスペクトルに基づく構造推定を行った。
[M+H]+のフラグメンテーションにより m/z 258 のイオンシグナルが得られ、これ
はビルダグリプチンからヒドロキシアダマンタン構造 (C10H14O) が外れたプロ
ダクトイオンに相当した (Figure 3B)。また m/z 258 のイオンからアンモニアが開
裂した m/z 241、グリシン様構造 (NH3-CH2-CO) が開裂した m/z 201 のイオンも
得られた。m/z 151 と m/z 70 のフラグメントイオンは、それぞれヒドロキシアダ
マンタンとピロリジンと考えられた。[M–H]–由来のプロダクトイオン m/z 362 は
脱炭酸に起因すると考えられた。また、m/z 155 (C7H11N2S) のイオンはチアゾリ
ン-ピロリジンと推定された。この化合物の保持時間とプロダクトイオンスペク
トラムは、合成した M407 のそれらと一致した (Figure 3C and 3D)。合成した
M407 の NMR 分析を行ったところ、1H NMR と 13C NMR で以下に示す化学シフ
トを得た。1H NMR (δ [ppm]): 1.41–1.54 (2H, m), 1.57–1.77 (8H, m), 1.82–2.20 (6H, 
m), 2.24–2.42 (2H, m), 3.46–3.89 (6H, m), 4.88–5.09 (2H, m); 13C NMR (δ [ppm]): 
23.04, 30.44, 32.90, 34.86, 37.10, 43.76, 46.12, 46.64, 47.34, 53.05, 58.88, 68.82, 81.63, 
174.96, 175.23, 176.23。また、HMBC 測定で ab，ac，bc，bd および cd の相関が




システインと 2 時間反応させたサンプルを分析した結果、保持時間 4.5 分に UV
ピークが検出された (Figure 4A)。本生成物から m/z 488.2075 の[M+H]+ 
([C22H30N7O4S]+; Δ: 0 mDa) と m/z 486.1926 の脱プロトン化分子 [M–H]– 
([C22H28N7O4S]–; Δ: –0.3 mDa) が得られたため、本ピークをもたらす化合物を
M487 と命名した。M487 のプロダクトイオンマススペクトラムでは m/z 160 と
m/z 231 のフラグメントイオンが得られ、これらはアナグリプチンで報告されて
いるフラグメントイオンと一致した (Furuta et al., 2013)。m/z 258、m/z 241、m/z 201、




Figure 4. LC-MS analysis to identify the cysteine adduct of anagliptin M487.  
(A) UV chromatograms at 254 nm of anagliptin (100 μM) incubated with or without L-cysteine (100 mM) at 
37°C for 2 h. (B) Product ion spectra of the ion at m/z 488 ([M+H]+) or m/z 486 ([M-H]–) obtained from M487 
generated from ANG. (C) UV chromatogram of synthesized M487 at 254 nm. (D) Product ion spectra of the 
ion at m/z 488 ([M+H]+) or m/z 486 ([M-H]–) obtained from synthesized M487. (E) Identified structure and 
proposed fragmentation of M487.  
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[M–H]–からカルボン酸とチアゾリンがそれぞれ消失した m/z 442 と m/z 382 のイ
オンも得られた。以上のプロダクトイオンスペクトラムから、M487 は M407 と
類似したチアゾリン酸生成物であることが示唆された。M487 を合成し、1H NMR、
13C NMR および HMBC による構造同定を行った。合成した M487 とアナグリプ
チンから生成した生成物の保持時間およびプロダクトイオンスペクトラムはほ
ぼ一致した (Figure 4C and 4D)。合成した M487 の 1H NMR と 13C NMR により得
られた化学シフトは以下であった。1H NMR (δ [ppm]): 1.23–2.54 (13H, m), 
3.41–3.84 (8H, m), 4.69–5.07 (2H, m), 6.29–6.46 (1H, m), 8.94–9.03 (1H, m), 
9.37–9.46 (1H, m); 13C-NMR (δ [ppm]): 14.74, 22.07–24.10 (m), 24.82, 32.25, 36.90, 
46.12, 46.60, 47.05, 59.08, 60.00, 80.83, 96.70, 114.89, 135.65, 148.82, 149.25, 157.36, 
164.10, 175.84, 176.18, and 176.61。また HMBC 測定で ab，ac，bc，bd および cd








た。各濃度-時間推移を基にビルダグリプチンの半減期と M407 の kpr を算出した
結果、HLM または HLC の存在下においても各パラメータの有意な変動は認め
られなかった (Table 4)。アナグリプチンからの M487 の生成についても同様の




反応条件を比較検討した (Figure 6)。37˚C における M407 の kprは 25˚C における




Figure 5. Time-dependent production of cysteine adduct M407 or M487.  
Vildagliptin (A) or anagliptin (B) was incubated with or without human liver sources (1 mg/mL) at 37°C in a 
potassium phosphate buffer (pH 7.4) containing L-cysteine (10 mM), co-factors (1 mM NADPH and NADH), 
and MgCl2 (5 mM). Data are shown as the mean ± S.D. of triplicate determinations. 
 
Table 4. Half-lives of vildagliptin and anagliptin incubated with L-cysteine and production rates of 
M407 and M487. 
Substrate / Product Enzyme 
Half-life of vildagliptin 
or anagliptin (min) 
kpr of M407 or M487 
(10-3min-1) 
Vildagliptin / M407 
No enzyme 17.1 ± 0.7 29.1 ± 2.3 
HLM 18.8 ± 0.7 28.2 ± 0.3 
HLC 19.2 ± 0.6 26.1 ± 2.7 
Anagliptin / M487 
No enzyme 27.6 ± 0.5 27.2 ± 4.1 
HLM 28.6 ± 0.5 25.4 ± 1.3 
HLC 28.9 ± 0.7 24.9 ± 5.0 
Data are the mean ± S.D. of triplicate determination. Half-life and kpr of each reaction were not significantlly 
different (P > 0.05) between three conditions (no enzyme, HLM and HLC) by one-way ANOVA followed by 
Tukey’s test.  
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Figure 6. Effects of experimental conditions on the production rates of M407.  
The M407 production rate was compared under different conditions including (A) the incubation 
temperature, (B) the L-cysteine concentration, (C) the substrate concentration, and (D) pH. Data are shown 
as the mean ± S.D. of triplicate determinations. ***P < 0.001 (Tukey’s test). 
 
示し，反応速度の温度依存性が認められた (Figure 6A)。M407 の kprは L-システ
イン濃度と正比例に増加したが (Figure 6B)、基質濃度を変動させても一定であ
った (Figure 6C)。また基質濃度および L-システイン濃度の増加に対する kprの飽
和は認められなかった。M407 の kprは酸性条件と比較してアルカリ条件で高値




(data not shown)。 
 




は、1 日用量 10 mg 未満の薬物では特異体質性 DILI はほとんど発症しないと提
唱している (Uetrecht, 2001)。また DILI 症例の網羅的解析では、特異体質性 DILI
の大部分（約 4 分の 3）は、1 日用量 50 mg 以上の患者で起こっている (Lammert 
et al., 2008)。一方、HLM に対する共有結合量が 50 pmol eq./mg protein 未満であ
る薬物の DILI リスクは低いと考えられている (Evans et al., 2004)。さらに、ヒト
肝細胞や HLM への共有結合量と 1 日用量を組み合わせることにより DILI リス
クの予測精度が増すことが報告されている (Nakayama et al. 2009; Usui et al., 




剤の捕捉に用いられる。(Dieckhaus et al., 2005; Zheng et al., 2007; Gan et al., 2009; 
Zhu et al., 2012)。35S-GSH や 35S-システインを求核試薬として用いた場合に算出
されるチオール結合物の生成量と、放射標識した薬物の HLM に対する共有結合
量との間には良好な相関関係が得られることが報告されている (Masubuchi et 
al., 2007; Inoue et al., 2009)。また LC-MS で GSH 由来のプロダクトイオンを検索
することにより、標識体を使用せずに GSH 抱合体を検出することも可能である 
(Dieckhaus et al., 2005; Zheng et al., 2007; Zhu et al., 2012)。一方で、アルデヒドや
イミニウムのようなハードな求電子剤に対する求核試薬としては、シアン化合
物やアミンが好まれる (Argoti et al., 2005; Xu et al., 2005)。 
 1 日用量にヒト肝細胞に対する共有結合率を乗じることにより、ビルダグリ 
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Figure 7. Proposed mechanisms for irreversible covalent binding of L-cysteine to 
cyanopyrrolidine-containing DPP- 4 inhibitors. 
 
プチンの 1 日あたりの共有結合量を算出した場合、その結合量は他の強力な求
電子性薬物より低いことが報告されている (Dahal et al., 2013)。またDahalらは、
ビルダグリプチンを GSH や N-アセチルリジンと反応させても安定であり、その
半減期は 90 時間以上であることを示している。本研究において、ビルダグリプ
チンと、同じくシアノピロリジン構造を有するアナグリプチンの濃度は、ヒト
肝画分の有無に関わらず L-システインの処置により顕著に減少し (Figure 2A 
and 2C)、半減期は 20～30 分であった。一方、GSH を処置しても安定であった




M407 と M487 にそれぞれ変換されていた (Figures 3 and 4)。これより、ビルダグ
リプチンとアナグリプチンに対する L-システインの共有結合は、チアゾリン環
の形成と脱アンモニアを伴う不可逆的な反応であると考えられた (Figure 7)。ま
た M407 生成反応には pH 依存性が認められ、アルカリ条件で亢進した (Figure 






合すると考えられている (Kalgutkar and Dalvie, 2012)。ニトリル基を有する化合
物には、セリンプロテアーゼ阻害薬やシステインプロテアーゼ阻害薬があるが、
これらはプロテアーゼに可逆的に結合し、イミダートやチオイミダートを形成
する (Kalgutkar and Dalvie, 2012)。ビルダグリプチンと DPP- 4 の共結晶を用いた
X 線結晶構造解析によると、ビルダグリプチンのシアノピロリジン構造が DPP- 4
の S1 サブサイト中にある Ser630 のヒドロキシル基に結合し、イミダードを形成
する (Nabeno et al., 2013)。また含ニトリル化合物の中では、求電子性が強い化
合物ほど、システインとの反応によりチアゾリンを生成しやすい (Oballa et al., 
2006)。これはすなわち、求電子性の強さがオフターゲットな共有結合の指標に
なることを意味している。アログリプチンは、ビルダグリプチンと同様にニト
リル基を有するものの、L-システインや GSH とはほとんど反応しなかった (半
減期 > 2 時間, Figure 2D)。これはアログリプチンに含まれるベンゾニトリル基
の求電子性が、ビルダグリプチンのシアノピロリジン構造と比較して弱いため




稀な DILI の報告例がある (Toyoda-Akui et al., 2011; Kutoh, 2014; Shahbaz et al., 
2018)。これらの薬物はいずれも GSH や L-システインに対する共有結合能を有す
ることが報告されており、シタグリプチンでは、ラットにおいてトリフルオロ
フェニル基のエポキシ化により GSH 抱合体が生成するが、ヒトやイヌではこれ
らの代謝物は検出されていない (Beconi et al., 2007; Vincent et al., 2007)。またリ
ナグリプチンでは、代謝物から派生したシステイン付加体がヒト尿中で検出さ
れており、その排泄率は総投与量の 0.1%である (Blech et al., 2010)。しかし本研
究では、GSH または L-システインの存在下においてシタグリプチンとリナグリ
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プチンの減衰は認められなかったため (Figure 2E and 2F)、これらのチオール付
加体の生成量はビルダグリプチンと比較すると非常に少ないのかもしれない。 
 ビルダグリプチンの主要代謝物である M20.7 のヒトにおける血漿中濃度は未
変化体よりも高い (He et al., 2009a)。そのためビルダグリプチンの安全性を評価
する上では、M20.7 の毒性ポテンシャルも考慮する必要がある。本評価において
は、M20.7 は GSH あるいは L-システインの存在下でも安定であったため (Figure 
2B)，M20.7 の共有結合能は低いと考えられる。一方で、M20.7 とビルダグリプ
チンは、ヒト肝癌由来 HepG2 細胞の炎症性 S100 カルシウム結合蛋白 A8 (S100 
calcium-binding protein A8, S100A8) および S100A9 の mRNA 発現量を増加させ、
S100A8/A9 複合体の分泌を促進することが報告されている (Asakura et al., 2016)。
この複合体はヒト Toll 様受容体のリガンドであり、様々な炎症反応を惹起する 
(Foell et al., 2007)。ビルダグリプチンを 1,000 mg/kg の用量でマウスに単回投与
すると、肝における S100a8 および S100a9 の mRNA 発現量が増加する (Asakura 
et al., 2016)。ハロタンやカルバマゼピンのような肝障害性薬物は、その反応性代
謝物が共有結合能を有するが、これらの薬物についても細胞系や in vivo におい
て S100A8 および S100A9 を増加させることが報告されている (Yano et al., 2014; 
Higuchi et al., 2012)。それゆえ、ビルダグリプチン誘導性肝障害の発症メカニズ
ムとして、ビルダグリプチンの共有結合性に加え、M20.7 およびビルダグリプチ
ンによって誘導される danger シグナルも重要と考えられる。 
 ヒト白血球抗原 (human leukocyte antigen, HLA) の多型などの感受性因子を特
定することは、DILI を回避する上で有用なアプローチである。例えば白人にお
けるフルクロキサシリン誘導性肝障害は、主要組織適合遺伝子複合体 (major 
histocompatibility complex, MHC) クラス 1 の対立遺伝子 (アレル) の中でも
HLA-B*5701 との関連性が強い (Daly et al., 2009; Monshi et al., 2013)。日本人にお
けるチクロピジンによる重篤な胆汁うっ滞性肝障害では、HLA-A*3303 がリスク
因子に挙げられている (Hirata et al., 2008)。ジクロフェナク誘導性肝障害の患者
では、肝障害を発症しなかった患者や健常人と比較して、抗炎症性サイトカイ
ンである IL-10 や IL-4 の変異アレルの頻度が高い (Aithal et al., 2004)。アバカビ
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ルの過敏症は HLA-B*5701 との関連性が強く (Mallal et al., 2002)、この変異を有
する患者にアバカビルを投与しなければ過敏症の発症を 100%回避できると考
えられている (Saag et al., 2008)。ビルダグリプチン誘導性肝障害では、DLST 陽
性の症例報告があり (Kurita et al., 2014)、その発症に免疫反応の関与が疑われて
いる。ビルダグリプチンによる高サイトカイン血症を伴う発熱の症例患者にお






 本章では、シアノピロリジン構造を有する DPP- 4 阻害薬であるビルダグリプ
チンが、非酵素的な反応により L-システインと共有結合することを明らかにし









第 II 章 ラットにおけるビルダグリプチンのチオール付加体代謝物の検出 
 
第 1 節 緒言 
 
 薬物の共有結合性の in vivo における指標として、GSH 抱合体、システイン抱
合体、メルカプツール酸体等のチオール付加体代謝物の生成が挙げられる 
(Stepan et al., 2011; Gómez-Lechón et al., 2015)。前章において，ビルダグリプチン





化体の報告があるが (He et al., 2009a; He et al., 2009b)、これまでにビルダグリプ
チンのチオール付加体代謝物が in vivo で検出された報告はない。そこで本章で
は、ビルダグリプチンのチオール付加体代謝物が in vivo でも生成しているか明
らかにすることを目的として、ラットにビルダグリプチンを経口投与し、未変
化体および代謝物 M20.7 と M407 (Figure 9) の薬物動態プロファイルを評価した。 
 
 
Figure 9. Chemical structures of vildagliptin, its major metabolite M20.7 and cysteine-conjugated 
metabolite M407.   
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第 2 節 実験材料と実験方法 
 
II-2-1 実験材料 
 M407 は前章で合成したものを使用した。β-グルクロニダーゼ溶液 (E.Coli K12






Sprague Dawley (SD) ラットおよびその胆管カニュレーション処置ラットは日本




 6 匹のラット (260～290 g、7 週齢) に 30 mg/kg (5 mL/kg) のビルダグリプチン
を無麻酔下で単回経口投与した。投与媒体はBurkeyら (2005) の方法を参考に、
0.2% Tween 80 を含む 0.5%カルボキシメチルセルロース水溶液を用いた。3 匹の
ラットについては、投与後 1、2、4、8、24 および 48 時間に経時的にヘパリン
採血した後、1,800g、4˚C で 10 分間遠心し、血漿を得た。別の 3 匹のラットは
投与後代謝ケージで飼育し、24 時間おきに投与後 48 時間までの区間尿および糞
を採材した。3 匹の胆管カニューレ処置ラット (290～330 g、8 週齢) にも同様に
30 mg/kg のビルダグリプチンを単回経口投与した。尿および糞に加えて、0～4、






II-2-4 LC-MS/MS を用いたビルダグリプチンと代謝物の定量 
 血漿、尿、糞ホモジネートおよび胆汁サンプルにそれぞれ 4 倍、10 倍、10 倍
および 50 倍容の氷冷した 1 ng/mL スピペロン (IS) アセトニトリル溶液を添加
した。6,130g、4˚C で 10 分間遠心した後、上清を LC-MS/MS 分析用サンプルと
した。I-2-2 および I-2-6 の方法に従い LC-MS/MS 分析によりビルダグリプチン、
M20.7 および M407 の濃度を算出した。血漿、尿、糞ホモジネートおよび胆汁の
検量線範囲はそれぞれ 0.003～0.6 μM、0.1～20 μM、1～200 nmol/g および 0.05
～10 μM とした。 
 また、胆汁中グルクロン酸抱合体の存在量を見積るため、胆汁サンプルを以
下のように β-グルクロニダーゼにより脱抱合処理した。胆汁サンプルに 5 倍容
の 0.1 mol/L リン酸緩衝液 (pH 6.0) および 5 倍容の β-グルクロニダーゼ溶液 
(140 U/mL 以上) を混合した。37˚C で 24 時間反応させた後、反応液の一部を取
り、4.5 倍容の氷冷した 1 ng/mL スピペロン (IS) アセトニトリル溶液と混合し
除蛋白処理後、上述の方法により LC-MS/MS 分析した。 
 
II-2-5 血漿中薬物動態と排泄のデータ解析 
 血漿中濃度–時間推移を基に、Phenix WinNonlin Version 6.4 (Pharsight Corp., 
Saint Louis, MO) のノンコンパートメントモデルを用い、最高血漿中濃度 
(maximum plasma concentration, Cmax)、最高血漿中濃度到達時間 (time to reach Cmax, 
tmax)、投与後 0 時間から無限大時間までの血漿中濃度–時間曲線下面積 (area 
under the concentrartion-time curve, AUCinf)、最終相の血漿中消失半減期 
(terminal-phase elimination half-life, t1/2,z) を算出した。尿、糞および胆汁中濃度 
(μM または nmol/g) に採材容量 (mL または g) を乗じ、各採材期間毎の排泄量 
(nmol) を算出した。各採材期間毎の排泄量の総和と投与量との比を算出し、投
与後 48 時間までの累積排泄率 (% of dose) とした。 
 
II-2-6 LC-MS を用いたラット血漿、尿、糞および胆汁中代謝物検索 
 3 個体から得られた血漿、尿、糞ホモジネートまたは胆汁サンプルを時点毎に
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プールした後、2 倍容の氷冷したアセトニトリル–メタノール (1:1, v/v) を混合
した。20,400g、4˚C で 10 分間遠心した後、遠心上清を LC-MS 分析用サンプル
とした。I-2-4 の方法に従い LC-MS 分析を実施した。陽イオンおよび陰イオン化
検出法で検出した MS ピークについては、各生成物の MS スペクトルおよびプロ
ダクトイオンスペクトルを取得し、構造を推定した。 
 
II-2-7 高分解能 MS を用いた GSH 付加体の検索 
 反応液 (300 μL) の組成は、100 μM ビルダグリプチン、100 mM GSH および
100 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.4) とした。37˚C の水浴で 24 時間反応させ





 得られた数値は平均値 ± SD で表記した。統計解析には対応のない t 検定を用
い、P < 0.05 で有意差があると判断した。 
 
第 3 節 実験結果 
 
II-3-1 ラットにおけるビルダグリプチンと代謝物の血漿中薬物動態と排泄 
 非絶食の雄性 SD ラットに 30 mg/kg のビルダグリプチンを経口投与し、ビル
ダグリプチンと代謝物 (M20.7 および M407) の血漿中濃度推移、尿および糞中
排泄を評価した。M20.7 はビルダグリプチンのカルボン酸代謝物であり、ヒトや
動物における主要代謝物である (He et al., 2009a; He et al., 2009b; Asakura et al., 
2015 )。M407 は前章で同定したシステイン抱合により生成するチアゾリン酸代
謝物である (Figure 7)。その結果、Figure 9A に示すように、M20.7 の血漿中濃度
はビルダグリプチンよりも高値を示した。また血漿中において M407 も検出され
た。ビルダグリプチンと代謝物の薬物動態学的パラメータを Table 5 に示す。ビ 
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Figure 9. Plasma concentration-time profile and urinary and fecal excretions after single oral 
administration of 30 mg/kg vildagliptin to rats.  
Blood was drawn at 1, 2, 4, 8, 24, and 48 h postdose to measure plasma concentrations of vildagliptin, 
M20.7 and M407 (A). Urine and feces were collected by metabolic cages up to 48 h to calculate the 
excretions of vildagliptin, M20.7 and M407 (B). Data are shown as the mean ± S.D. (n = 3). 
 
Table 5. Plasma pharmacokinetic parameters after single oral administration of vildagliptin to 
male SD rats. 
Compound Cmax (μM) tmax (h) AUCinf (μM h) t1/2,z (h) 
Vildagliptin 2.919 ± 0.144 1.00 ± 0 17.28 ± 4.65 4.535 ± 1.099 
M20.7 3.710 ± 0.534 1.33 ± 0.58 44.19 ± 7.54 6.040 ± 0.490 
M407 0.01847 ± 0.00017 1.00 ± 0 0.1514 ± 0.0946 6.895 ± 3.817 
Data are shown as the mean ± S.D. (n = 3). 
 
ルダグリプチンと M20.7 の薬物動態パラメータは、非絶食の雄性 HanWistar ラッ
トに 100 mg/kg の[14C]ビルダグリプチンを投与した He ら (2009b) の報告と概ね
一致した。M407 の AUCinfはビルダグリプチンの約 1%であったが、M407 は生
体内においても生成していることが明らかになった。M407 は尿中より糞中で多
く検出され、総排泄率は投与量の約 2%であった (Figure 9B)。ビルダグリプチン
とこれらの代謝物の尿中排泄率の総和から、経口バイオアベイラビリティは




Figure 10. Urinary, fecal and biliary excretions after single oral administration of 30 mg/kg 
vildagliptin to bile duct-cannulated rats.  
Urine, feces and bile were collected by metabolic cages up to 48 h in order to calculate the excretions of 
vildagliptin, M20.7 and M407. Data are shown as the mean ± S.D. (n = 3). 
 
達したため、その他の代謝物の排泄量はわずかであると考えられた。 
 次に、糞中に検出された M407 が生体内で生成したものか確認するため、胆管
カニューレ処置ラットにビルダグリプチンを投与し、胆汁サンプルを得た。本
ラットにおけるビルダグリプチン、M20.7 および M407 の尿中排泄率 (Figure 10) 







ら得た血漿、尿、糞および胆汁サンプルを高分解能 Orbitrap Fusion LC-MS シス
テムで分析した。ビルダグリプチンの極大吸収波長である 207 nm の UV クロマ
トグラムにおいて、すべてのサンプルでいかなるピークも検出されなかったた
め (data not shown)、m/z 100～1000 のフルスキャンモードで得たマススペクトル
を基に代謝物を検索した。検索法としては、まず既知代謝物のプレカーサ―イ
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 He ら (2009b) の報告を参考に既知代謝物を検索した結果、血漿、尿、糞およ
び胆汁中においてM20.7、M18.6および 2つの一水酸化体が検出された。また尿、
糞及び胆汁中において M15.3 が、血漿、尿及び胆汁中において M20.2 が検出さ
れた。各サンプルにおける典型的な抽出イオンクロマトグラムを Figure 11 に、





比較した。M407 以外のチオール付加体代謝物として 2 本のピークを検出し、胆
汁で検出された保持時間 2.0～2.9 分のブロードピークを M583、尿、糞および胆
汁で検出された 4.0～4.1 分のピークを M464 とした (Figures 11, 12 and Table 6)。
M583 の分子量は M407 と比較して 176 (C6H8O6) 大きいため、M583 は M407 の
グルクロン酸抱合体と考えられた。Figure 13A に示すように、[M+H]+のフラグ
メンテーションにより m/z 258、241、201、151 および 70、[M–H]–のフラグメン
テーションにより m/z 362 と 155 のイオンシグナルが得られ、この測定質量は
Figure 3D に示した M407 のものと一致した。m/z 538 は M583 の脱炭酸に起因す
ると考えられた。m/z 354 (C17H24NO7) はヒドロキシアダマンタンのグルクロン
酸抱合体由来と推測されたため、M583 は M20.2 のような O-グルクロナイドで
あり、アシルグルクロナイドではないと推定された (Figure 13B)。 
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Figure 11. Continued.   
34 
 
Figure 11. Continued.  
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Figure 11. Continued.  
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Figure 11. Typical extracted ion chromatograms obtained from rat plasma, urine, feces, and bile. 
The plasma, urinary, fecal homogenate, or biliary samples collected from 3 individual rats were pooled and then analyzed by high-resolution Orbitrap Fusion LC-MS 
system using the positive ion mode. NL: normalized mass intensity.  
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Polarity, measured accurate masses (Da) 
and Δ (mDa) of [M+H]+ and [M–H]– 
Estimated 
formula 
Identified or estimated structure 
M15.3 2.06-2.12 U, F U, F, B 
Pos: 226.1432-9 (–0.6-0.1) 
Neg: not detectable 





Pos: 584.2267 (–0.5) 
Neg: 582.2117 (–1.0) 




P, U, F U, F, B 
Pos: 323.1958-66 (–0.7-0.1) 
Neg: 321.1805-20 (–1.5-0) 




P, U U, B 
Pos: 480.2335-45 (–0.5-0.5) 
Neg: 478.2193-5 (–0.2-0) 
C23H33N3O8 O-Glucuronide of vildagliptin 
Unknown-1 3.45-3.58 P, U, F U, F, B 
Pos: 320.1963-70 (–0.6-0.1) 
Neg: not detectable 
C17H25N3O3 Mono-hydroxyl vildagliptin 
M18.6 3.55-3.68 P, U, F U, F, B 
Pos: 322.2117-26 (–0.8-0.1) 
Neg: not detectable 
C17H27N3O3 Amide metabolite of vildagliptin 
Unknown-2 3.83-3.98 P, U, F U, F, B 
Pos: 320.1961-8 (–0.8- –0.1) 
Neg: not detectable 
C17H25N3O3 Mono-hydroxyl vildagliptin 
M407 3.86-3.96 P, U, F U, F, B 
Pos: 408.1942-54 (–1.0-0.2) 
Neg: 406.1796-811 (–1.0-0.5) 
C20H29N3O4S Cysteine conjugate of vildagliptin 
M464 4.01-4.09 U, F U, F, B 
Pos: 465.2156-65 (–1.0- –0.1) 
Neg: 463.2021 (0) 
C22H32N4O5S Glycylcysteine conjugate of vildagliptin 
Vildagliptin 4.38-4.45 P, U, F U, F, B 
Pos: 304.2012-9 (–0.8- –0.1) 
Neg: not detectable 
C17H25N3O2 Vildagliptin 
 
P: plasma samples at 1, 2, and 4 h postdose; U: urine sample at 0-24 h; F: feces sample at 0-24 h; B: bile samples at 0-4, 4-8, and 8-24 h; Δ: the difference between 
measured accurate mass and calculated exact mass; Pos, Neg: positive or negative ionization mode. 
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Figure 12. Proposed metabolic pathways of vildagliptin in rats. 
*: referred to He et al. (2009b). 
 
 M464 の分子量は M407 より 57 (C2H3NO) 大きく (Table 2)、この差はグリシン
と一致した。[M+H]+のフラグメンテーションにより m/z 315 のイオンシグナルが
得られ、この測定質量はヒドロキシアダマンタン構造 (C10H14O) が外れたプロ
ダクトイオンの計算質量と一致した (Figure 13C)。また m/z 315 のイオンからア
ンモニアが開裂した m/z 298、グリシン様構造 (NH3-CH2-CO) が開裂した m/z 258、
グリシルピロリジン構造が開裂した m/z 189 のイオンが得られた。m/z 74 のフラ
グメントイオンはグリシンと考えられた。上記の結果を総合し、M464 はビルダ
グリプチンのグリシルシステイン付加体代謝物であり、M407 と同様にチアゾリ
ン構造を有すると推定された (Figure 13D)。 
 以上より、ラット生体試料中において、既知代謝物に加え新たに 2 種のチオ
ール付加体代謝物として、M407 のグルクロン酸抱合体である M583 とビルダグ
































































































Figure 13. LC-MS data to characterize the novel metabolites of VG, M464 and M583. 
Product ion spectra of the ion ([M+H]+) or ([M–H]–) obtained from M464 and M583 (A, C). Proposed 
structures and fragmentations of M464 and M583 (B, D). *: a nonspecific interference peak. 
 
II-3-3 ラットにおける胆汁中 M583 排泄率 
 M407 のグルクロン酸抱合体である M583 は胆汁中に検出されたが、糞中では
検出されなかったため (Table 6)、胆汁排泄された M583 が消化管内の β-グルク
ロニダーゼ等で脱抱合されて M407 に変換されている可能性が考えられた。本仮
説を検証するため、胆汁サンプルを β-グルクロニダーゼ処理した後の M407 排
泄率を算出した。β-グルクロニダーゼ処理後の胆汁サンプルにおける M407 排泄
量は、未処理のサンプルと比較して有意に増加した (Table 7)。β-グルクロニダ
ーゼ処理時と未処理時の M407 胆汁中排泄量の差を基に、M583 の胆汁中排泄率
を算出した結果、投与量の約 0.1%であった。ビルダグリプチンのグルクロン酸
抱合体である M20.2 についても類似した結果が得られ、M20.2 の胆汁排泄量は 
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Table 7. Quantification of biliary excretion of M583 in bile duct-cannulated rats. 
Analyte 
Biliary excretion (% of dose) 
(Analyzed compounds) 
β-Glucuronidase(–) β-Glucuronidase(+) Δ 
M407 
0.0521 ± 0.0084 
(M407) 
0.151 ± 0.024 
(M407 + M583) 
0.0984 ± 0.0174 
(M583) 
Vildagliptin 
0.225 ± 0.048 
(Vildagliptin) 
33.1 ± 5.7 
(Vildgliptin + M20.2) 
32.9 ± 5.7 
(M20.2) 
Biliary samples obtained from vildagliptin administered bile duct-cannulated rats were deconjugated via 
β-glucuronidase to calculate biliary excretions of glucuronides. Δ: the difference between in the incubation 
with and without β-glucuronidase. Data are shown as the mean ± S.D. (n = 3). Biliary excretion was 
significant (P < 0.01) between in the incubation with and without β-glucuronidase by unpaired t tests. 
 
投与量の約 33%と算出された。以上より、胆汁排泄された M583 は消化管内の β-
グルクロニダーゼにより脱抱合されて M407 へと変換されることが示唆された。 
 
II-3-4 In vitro におけるビルダグリプチンと GSH との反応における M464
生成 
 M464 はチアゾリンを含有するグリシルシステイン付加体と推定され (Figure 
13D)、この構造は L-システインの共有結合により生成する M407 (Figure 7) と類
似していた。これより、M464 は M407 と類似したメカニズムにより、すなわち
GSH による共有結合と脱アンモニア反応により生成すると推測された。この仮
説を検証するため、ビルダグリプチンを 37˚C で GSH と反応させた。M407 生成
にヒト肝画分は不要であった (Figure 5 and Table 4) ため、本検討でもヒト肝画分
を添加しなかった。またビルダグリプチンは GSH 存在下において概ね安定であ
ったため (半減期: 120 分以上、Figure 2A)、ビルダグリプチンを GSH と 24 時間
反応させた結果、保持時間 3.68 分と 4.18 分に UV ピークを検出した (Figure 14A)。
保持時間 4.18 分の生成物から得られたプリカーサーイオンとプロダクトイオン
のスペクトルはラット尿、糞および胆汁中で認められた M464 のものと一致した  
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Figure 14. In vitro approaches to evaluate the GSH adducts of vildagliptin. 
(A) UV chromatograms at 207 nm of vildagliptin (100 µM) incubated with or without GSH (100 
mM) at 37°C for 24 h. (B) Product ion spectra of the ion at m/z 612 ([M+H]+) or m/z 610 ([M–H]–) 
obtained from M611. (C) Proposed structure and fragmentation of M611. 
 
(data not shown)。したがって、ラット in vivo で認められた M464 はビルダグリプ
チンと GSH との共有結合により生成することが示唆された。 
 一方、3.68 分のピークでは陽および陰イオン化検出法においてそれぞれ m/z 
612.2703 の[M+H]+ ([C27H42N5O9S]+; Δ: 0.5 mDa) と m/z 610.2549 の[M–H]– 
([C27H40N5O9S]–; Δ: –0.3 mDa) が得られた。ラット in vivo において同様の代謝物
は認められていなかったため (Table 6)、この新規生成物を M611 とし、構造推
定を行った。Figure 14B に示すように、[M+H]+と [M–H]–のフラグメンテーショ
ンによりそれぞれ m/z 179 と 162 並びに m/z 306、272、254、143 および 128 のイ
オンシグナルが得られ、これらはGSHに特徴的なフラグメントであった。m/z 259
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と 321 のイオンを考慮し、M611 は Figure 7C に示す GSH 抱合体と推定された。
これより、ビルダグリプチンと GSH との共有結合では、チアゾリンの環化を伴
わない反応機構が存在することが明らかになった。 
 以上より、ラットの代謝物である M464 はビルダグリプチンの GSH 抱合によ
り生成すること、また GSH 抱合によりチアゾリンの環化を伴わない M611 が生
成することを明らかにした。 
 
第 4 節 考察 
 
 前章において、ビルダグリプチンは L-システインによる共有結合を受け、チ
オール付加代謝物である M407 を生成することを in vitro で明らかにしたことを
受け (Figure 7)、本章では、チオール付加代謝物が生体内で生成しているか in vivo
で確認する検討を行った。ラットにビルダグリプチンを経口投与後に血漿、尿、
糞及び胆汁を採取し、各サンプル中のチオール付加体代謝物を検索した。シス
テイン付加体である M407 はラット血漿で検出され、AUCinfは未変化体の約 1%
であった (Figure 9 and Table 5)。また M407 は尿よりも多く糞へ排泄され、総排
泄量は投与量の約 2%であった (Figure 9)。胆汁中では M407 に加えて、そのグ
ルクロン酸抱合体である M583 が検出された (Table 7)。以上より、ビルダグリ





加水分解され、脱抱合された後、消化管から再吸収される (Walsh and Levine, 
1975; Hucker et al., 1966; Rollins and Klassen, 1979)。腸肝循環の評価には胆汁採取
が必要であるが、胆道への挿管は容易ではないため、臨床試験の実施例は T チ
ューブ法等で経胆嚢管手術を実施した患者に限られているのが現状である 
(Rollins and Klassen 1979; Speaker et al., 1997)。そのため、胆管カニューレ処置ラ
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ットのようなモデル動物が胆汁排泄や腸肝循環の検証に広く活用されている 
(Klauda et al., 1973; Bachir-Cherif et al., 2011)。本研究において、胆管カニューレ
処置ラットにビルダグリプチンを経口投与した結果、M407 の胆汁排泄率は投与
量の約 0.03%と算出された (Figure 10)。さらに胆汁サンプルを β-グルクロニダ
ーゼで脱抱合処理することにより M407 の胆汁排泄率は有意に増加し、その増加
率から、M407 のグルクロン酸抱合体である M583 の胆汁排泄率は約 0.1%と推測
された (Table 7)。M583 は糞排泄されなかったことより (Table 6 and Figure 11E)、
胆汁排泄された M583 は小腸で脱抱合されて M407 に変換された後、再吸収また
は糞中排泄されることが示唆された。ビルダグリプチンとそのグルクロン酸抱
合体である M20.2 についても類似した結果が得られ、M20.2 の胆汁排泄率は投




合体である M464 が検出された (Table 6)。M464 は M407 と同じチアゾリン構造
を有していた (Figure 11D)。ビルダグリプチンと GSH との in vitro 反応により生
成する生成物 (Figure 14) とラット胆汁、糞および尿中で認められた M464 (Table 
6) とが一致したことから、M464 は GSH による共有結合と脱アンモニア反応に
より生成することが示唆された。前章の検討において、ビルダグリプチンは L-
システインとは速やかに共有結合したが (半減期：約 20 分)、GSH と反応させて
も反応後 2 時間まで安定であった (Figure 2A)。本章では上記の結果を踏まえ、
ビルダグリプチンを GSH と 24 時間反応させることにより、M464 を in vitro で
検出することができた (Figure 14)。M464 の標準品がないため、定量評価できな
かったが、ビルダグリプチンと L-システインまたは GSH との in vitro における
反応性の違いを考慮すると、in vivo における M464 の生成量も M407 より少ない
可能性が高いと考えられる。 
 ビルダグリプチンと GSH との共有結合を検討した in vitro 試験において、別の






った。ビルダグリプチンと L-システインとの反応生成物は M407 のみであった
ことから (Figure 3A)、L-システインよりも GSH のほうが、ビルダグリプチンに
対してチアゾリンの環化を伴わない共有結合をしやすいと考えられた。しかし
ラットの血漿、尿、糞および胆汁中において、M611 や想定される代謝物である
システイン抱合体およびメルカプツール酸代謝物が検出されなかった (data not 
shown) ことから、M611 の生成は in vitro に限定的なものであるか、もしくは in 
vivo では M611 がさらなる代謝物に代謝された可能性も考えられる。 
 医薬品の中には、ヒト in vivo において蛋白質のシステイン残基に対する共有
結合するものがある。例えば、アルキル化剤のような抗がん薬や、アセトアミ
ノフェンの反応性代謝物である N-アセチル-p-ベンゾキノンイミンはヒト血清ア
ルブミンのCys34に不可逆的に共有結合することが報告されている (Noort et al., 
2002; Damsten et al., 2007)。アルブミンは血漿中における主要な構成成分のひと
つで、35 個のシステイン残基を有している (Yamasaki et al., 2013)。そのうち 34
個は蛋白質分子内で架橋しているが、サブドメイン IA に存在する Cys34 は、ア
ルブミン蛋白質の表面に露出しているため、薬物による共有結合のターゲット
になり得る。薬物-アルブミン複合体は、薬物を投与された患者や健常人の血清
中においても検出されており、このような複合体はヒト in vivo における共有結
合の有用な指標になると考えられる。アルブミン以外の蛋白質のシステイン残
基では、薬物代謝酵素である CYP2C8 の Cys225 や CYP3A4 の Cys239 がラロキ
シフェンの反応性代謝物によって共有結合されることが報告されている (Baer 







M407 のグルクロン酸代謝物である M583 を検出し、尿、糞および胆汁中に含チ
アゾリン GSH 付加体である M464 を検出した。ビルダグリプチンと GSH を長時
間反応させることにより in vitro でも M464 の生成が確認され、in vivo で検出さ
れたM464はビルダグリプチンのGSH抱合により生成されることが示唆された。










るために、ヒト in vitro およびラット in vivo におけるチオール基に対する共有結
合性を評価した。 
 第 I 章では、ビルダグリプチンと他の DPP- 4 阻害薬を用い、L-システインのチ
オール基に対する共有結合を in vitro で検討した。ビルダグリプチンとアナグリ
プチンは、非酵素的に L-システインと共有結合することを明らかにした。さら





グリプチンによる特異体質性 DILI の発症メカニズムのひとつかもしれない。 
 第 II 章では、ビルダグリプチンのチオール付加体が生体内で生成しているか
を調べるため、ラットを用いた in vivo 薬物動態試験を実施した。ビルダグリプ
チンを経口投与したラットの血漿、尿、糞および胆汁中において、チアゾリン
酸を有するシステイン付加体である M407 が検出され、M407 の総排泄量は投与
量の約 2%に達した。さらに胆汁中で M407 のグルクロン酸代謝物を検出し、尿、
糞および胆汁中で含チアゾリン GSH 付加体である M464 を検出した。第 I 章の
検討では M464 が検出されなかったが、ビルダグリプチンと GSH を長時間反応
させた結果 in vitro でも生成が確認されたため、in vivo で検出された M464 はビ
ルダグリプチンの GSH 抱合により生成されることが示唆された。以上より、ビ
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ルダグリプチンはヒト in vivo においても蛋白質に含まれるシステインのチオー
ル基に不可逆的に共有結合することが示唆された。 
 本研究では、ビルダグリプチンが in vitro およびラット in vivo において、L-シ
ステインおよび GSH のチオール基に不可逆的に共有結合することを明らかにし
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